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Spektrofotometryczne oznaczanie DNS-aminokwasów 


CnekTpocboTomeTpnuueckoe orpehejleHne DNS-aMMHOKKCJIOT 


Spectrophotometric Determination of DNS Amino Acids 


Do ilościowego oznaczania DNS-aminokwasów używa się różnych fluorescen- 
cyjnych sposobów na nośnikach bibułowych lub żelowych (1, 6, 13), w eluatach (2, 5, 
12) oraz w wyciekach kolumny (9, 10, 14). Wszystkie przedstawione metody opierają 
się na cennej i nie zawsze dostępnej aparaturze. Wobec faktu, że dansylacja (4) 
znajduje coraz szersze zastosowanie w badaniach struktury I-rzędowej peptydów 
i białek, zachodzi praktyczna poWzeba uproszczenia oznaczeń DNS-aminokwasów. 
Temu celowi służą wysiłki podjęte w kierunku opracowania takiego sposobu, który 
byłby oparty na podstawowym wyposażeniu i jednocześnie dawał gwarancję otrzy- 
mywania poprawnych wyników. Daliśmy już temu wyraz poprzez opracowanie 
techniki planimetrycznej (7, 8). 

Przedstawiona praca jest kontynuacją tych badań i stanowi próbę rozszerzenia 
ich o spektrofotometrię w ultrafiolecie. 


MATERIAŁ I METODY 


Odczynniki i wzorce pochodziły z Centrali Chemicznej w Gliwicach. 

Chlorek wapnia bezw. — chlorek wapnia cz.d.a. prażono ma palniku gazowym 
w tyglu porcelanowym przez 6 godzin. Metanol bezw., — metanol cz.d.a. z chlorku 
wapnia bezw. Zestaw osiemnastu standardów DNS-aminokwasów firmy Sigma. 

Dla każdego wzorca sporządzano metanolowe roztwory o koncentracji: 10X, 20X, 
30X, 40X, 50X10-? mola/ml. Roztwory przechowywano w probówkach ze szklanymi 
szlifami MF 24/1/5 firmy Quickfit. 

Pomiarów absorbancji dokonano w zakresie 240—380 nm w kwarcowych na- 
czyńkach o 1 cm warstwie przepuszczającej i przy użyciu spektrofotometru VSU-2P. 

Wartość proponowanej techniki oznaczeń DNS-aminokwasów oceniono poprzez 
analizę statystyczną uwzględniając: współczynniki korelacji równania prostych re- 
gresji oraz test F do sprawdzenia hipotezy zerowej H, (3, 11). 
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BADANIA WŁASNE 


Wyznaczanie widma UV DNS-aminokwasów 


Przedmiotem badania było osiemnaście wymienionych standardów w metano- 
lowych roztworach o stężeniu 50X10-9? mola/ml. Dokonano pomiarów absorbancji 
co dwie jednostki w zakresie 240—380 nm. Rycina przedstawia na przykładzie DNS- 
-proliny typowe dla wszystkich DNS-aminokwasów widmo o charakterystycznym 
maksimum przy 252 nm. 


Absorbancja 


Pa "RAL cb Rzy 
320 340 360 380 nm 


240 260 280 300 
Długość fali 

Ryc. 1. Widmo absorpcyjne DNS-proliny 

The absorptive spectrum of DNS-proline 


Absorbancja przy 252 nm dla różnych stężeń 
DNS-aminokwasów 


Odczytane absorbancje (Ap) przy 252 nm dla wszystkich wzorców i stężeń za- 
mieszczono w tab. 2. 


Statystyczne opracowanie wyników 


Na wstępie określano zależność liniową między absorbancją i stężeniem w ukła- 
dzie współrzędnych, a dopiero następnie potwierdzono ją przez wyznaczenie współ- 
czynników korelacji (r) oraz równań prostych regresji dla wszystkich DNS-amino- 
kwasów. Współczynniki kierunkowe a i b równań regresji o ogólnej postaci (wzór 1) 
obliczano za pomocą wzorów 2 i 3. 


y=a+bx——————— — — 1 

= nZxy-ZxZŻy | 2 

nz x2—(Zx)2 j 

e 3, 
n 


gdzie: x — stężenie DNS-aminokwasów w molach/ml, y — absorbancia przy 252 nm, 
n — jlość prób odpowiadająca stosowanym stężeniom DNS-aminokwasów. 


Spektrofotometryczne oznaczanie DNS-aminokwasów 309 


Wstawiając do wzoru 1 stosowane stężenia DNS-aminokwasów (c) obliczano 
absorbancję teoretyczną A4. Uwzględniając powyższe otrzymano zależność (wzór 4): 


Następnie we wzorach 1, 2 i 3 dokonywano odwrotnej operacji, wstawiając 
absorbancję zamiast x oraz stężenie DNS-aminokwasów w miejsce y. W ten sposób 
doprowadzono wzór 1 do postaci przedstawionej wzorem 5 z nowymi współczynni- 
kami kierunkowymi a ib: 

cqr=a tb Ap—————— — 5. 
gdzie: cy — stężenie teoretyczne DNS-aminokwasów w molach/ml, Ap — absorban- 
cja doświadczalna przy 252 nm. 

Współczynniki korelacji, równania 4 i 5 badanych DNS-aminokwasów zesta- 
wiono w tab. 1. Dalszą stosowaną czynnością było sprawdzenie hipotezy zerowej 
przy wykorzystaniu testu F: 


CEU m ERO E E PE PRE ERR Ee 

y Ho:04—05—..—0,5 i P1 = B=... = Bs 
Tab. 1. Współczynniki korelacji (r), równania prostych regresji przedstawiające za- 
leżności absorbancji teoretycznej (Ar) i stężenia (c) oraz stężenia teoretycznego (Cr) 
i absorbancji doświadczalnej (Ap) poszczególnych DNS-aminokwasów (DNS-AK) 
The coefficients of correlation (r) the equation of the straight lines of the regression 
showing the dependence of the theoretical absorbance (Ar) and concentration (c) 
and theoretical concentration (Cr) and experimental absorbance (Ap) of individual 

DNS-amino acids (DNS-AK) 


Lp. DNS-AK r Af—adbc Cr=a-tb Ap 
1 DNS-Ala 0,990 Aus 0,4+11,56 © Cr =—0,027-+0,087 Ap 
2 DNS-Arg 0,990 An=—0,7+10,09 c Ges  0,1024-0,099 Ap 
3 DNS-Asp 0,999 Aq1=—8,4+12,32 c Gass 0,705+0,081 Ap 
4 DNS-Asp-NH; 0,990 Aqr=—3,1+12,51 © Cr=  0,2614-0,080 Ap 
5 DNS-Cys-SH 0,990 Am="6,9+11,90 c Cr =—0,558--0,084 Ap 
6 DNS-Fen 0,998 Ar= 18,0+ 9,62 c Cr = —1,340+0,104 Ap 
7 DNS-Glu 0,990 Aqr=—3,7+10,59 c Cr"  0,358+0,094 Ap 
8 DNS-Glu-NH; 0,990 Aqn= 0,0+ 8,98 c Gaz 0,016+0,111 Ap 
9 DNS-Ileu 0,999 Aqr=+2,2+ 9,50 c <q = —0,0824-0,105 Ap 
10 DNS-Liz 0,990 Aus: 2,7+11,93 © oz —0,218--0,084 Ap 
11 DNS-Met 0,999 A7 13,7+ 927c Cr" —1,4494-0,108 Ap 
12 DNS-Pro 0,999 Aq=—3,6+10,76 c oer 0,342+-0,093 Ap 
13 DNS-Pro-OH 0,990 Aqr= 0,4+12,68 c Cr=— 0,290 0,079 Ap 
14 DNS-Ser 0.990 Ar= 3,8+13,52 c Gaz — 0,440 +0,074 Ap 
15 DNS-Tre 0,999 Ar=—5,2+ 8,50 c per  0,624--0,118 Ap 
16 DNS-Try 0,998 Ar= 2141223 e cy =—0,161+0,082 Ap 
17 DNS-Tyr 0,998 Ar= 19,1+25,01 c cy —0,6914-0,040 Ap 
18 DNS-Wal 0,999 Ar= 16,0-+ 8,02 e ons  2,0084-0,125 Ap 


Wreszcie w oparciu o wzór 4 obliczono absorbancje teoretyczne (A4) i umiesz- 
czono je w tab. 2 obok absorbancji doświadczalnych (Ap). Ostatecznie dokonano 
oceny błędu (B) przy pomocy stosunku odchyleń Ar i Ap do Ap według: 


D 
Obliczone (na podstawie wzoru 6) wartości zamieszczono w tab. 2. 


DYSKUSJA I WNIOSKI 


Na podstawie cytowanego piśmiennictwa wykazano, że do oznaczeń 
DNS-aminokwasów można stosować szereg sposobów polegających na 
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określeniu intensywności fluorescencji. Znane są trzy rodzaje pomiarów: 
pierwszy, bezpośredni, na nośniku zarówno bibułowym jak i żelowym, 
oparty na specjalnych konstrukcjach zaopatrzonych w optykę kwarcową 
z przystosowanym systemem automatycznego zapisu; drugi dotyczy elua- 
tów pochodzących z chromatogramów i trzeci — z wycieków kolumny. 
W każdym przypadku do ilościowego oznaczenia DNS-aminokwasów wy- 
magany jest fluorymetr, który jest przyrządem drogim i nie zawsze do- 
stępnym. 

W naszym Zakładzie podjęto badania nad ilościowym oznaczeniem 
DNS-aminokwasów techniką planimetrowania bibułowych elektroferogra- 
mów (7) oraz cienkowarstwowych chromatogramów (8). Obecna praca jest 
kontynuacją metodycznych rozważań nad ilościowym oznaczaniem DNS- 
-aminokwasów. Punktem wyjścia było stwierdzenie, że wszystkie DNS- 
-aminokwasy wykazują to samo maksimum absorpcji przy 252 nm. Na 
podstawie tej obserwacji wyłonił się pomysł spektrofotometrycznych ozna- 
czeń DNS-aminokwasów przy powyższej długości fali. 

W związku z tym sprawdzono założenie wstępne, które oparto na 
metanolowych roztworach osiemnastu standardów w pięciu różnych kon- 
centracjach i określono absorbancję dla stosowanych stężeń wszystkich 
badanych substratów. Zauważono zależność liniową między absorbancją 
a stężeniem, gdy rozważano ten problem na płaszczyźnie w układzie 
współrzędnych w interpretacji graficznej. Celem zbadania stopnia zależ- 
ności wyliczono współczynniki korelacji. Otrzymane wartości we wszyst- 
kich przypadkach były zbliżone do jedności, co jednoznacznie wskazywało 
na liniową funkcję absorbancji i stężenia. W dalszej kolejności wyznaczo- 
no równania 4i5i zebrano je wraz ze współczynnikami korelacji w tab. 1. 
Opisane wyrażenia pozwalają na wyznaczenie absorbancji przy podanym 
stężeniu i odwrotnie. Ze względów praktycznych na uwagę zasługuje za- 
leżność liniowa przedstawiona wzorem 5, dającym możność wyliczenia 
stężenia ze znanej absorbancji. 

Za pomocą testu F sprawdzono hipotezę zerową: Hy: =w=... Fay 
i B="... =fis na poziomie istotności 0,01 i stwierdzono, że jest nie- 
uzasadnione poprowadzenie jednej wspólnej prostej regresji. Z drugiej 
strony współczynniki otrzymane dla prostych regresji na podstawie pięciu 
stężeń mogą być obarczone błędem, ale jest on niewielki przy współczyn- 
niku korelacji bliskim jedności. Dokonano oceny popełnionych błędów na 
podstawie odchyleń względnych wyliczonych na podstawie wzoru 6 i ze- 
stawionych w tab. 2. W większości przypadków są one mniejsze od 1%, 
gdy pominie się najniższe rozcieńczenie badanych substratów. W konsek- 
wencji prowadzi to do założenia, że opracowana spektrofotometryczna 
metoda oznaczeń DNS-aminokwasów jest pełnowartościową techniką 
ilościowego określania tych substratów. 
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PZ3IOME 


Onpezeueuo, YTO METAHOJOBbLIE pacrBopei DNS-aMUHOKKCJIOT MMEIOT MaCKMMAJIb- 


HY AĄCOPÓNNIKO npud 252 MKIJIUMUKDOHAX. Mcnogzb3ys BOCeMHA/IHATb STAJIOHOB K CTa- 
TMCTMueckOe MUCHMCJIEHKE, YCTAHOBJIEHO, YTO DNS-aMUHOKKCJIOTBI MOryT Dutt Onpe- 
Demeuti B AManasoue 1079 MOJNB/MII. 


SUMMARY 


It was confirmed that methanol solutions of DNS-amino acids have a maximum 


absorption at 252 nm. Using eighteen standards and the mathematical method it has 
been shown that DNS-amino acids can be determined in the range of 10-9 mol ml 
at this length. 


